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6-2-2. siRNA の調製 
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 前述した機能性の RNA は、非タンパク質コード領域より転写されることから non-coding 
RNA (ncRNA)と呼ばれている。X染色体の不活性化に関わる Xist RNA(4)、RNAスプライシ
ングに関わる small nuclear RNA (snRNA) (5)などが良く知られているが、特に注目を集めてい
るものとして本論文の研究対象である microRNA (miRNA)が挙げられる。 
 
1-2. microRNA 
 miRNA の存在が初めて示唆されたのは 1993 年のことである。Lee らは、線虫において
Lin-4をコードする mRNA に結合し、翻訳抑制を行う small RNA が存在することを報告した
(6)。しばらくの間このような small RNA に関する研究は報告されなかったが、2000 年に
Pasquinelliらが、哺乳類を含めた線虫以外の生物種においても Leeらの発見した small RNA
が保存されていることを明らかにしたことで、急激に miRNA に関する研究が進められた(7)。
これまでの研究で、ヒトにおいては 1000 種類前後の miRNA が同定されており、それぞれ
が生体内における多くの重要な機能に関わっていることが明らかになっている。また、




 この項では、前駆体として転写された miRNA が数段階のプロセッシングを受けることに
より成熟化する経路および、成熟化した miRNA が標的とする遺伝子の発現を阻害する機構
に関して述べる。Fig 1-1 に示すように、miRNA は RNA ポリメラーゼⅡによって、複数の












70 - 100塩基長程度のステムループ型構造をもつ precursor miRNA (pre-miRNA)となる(10)。そ
の後、核外輸送タンパク質である Exportin 5(11, 12)によって細胞質へと運び込まれた
pre-miRNA は、Drosha と同じく RNaseⅢファミリーに属する Dicer によって再び切断され、
18 - 25塩基長の 2本鎖 RNA 構造をもつ miRNA/miRNA*2本鎖(mature miRNA)となる(13, 14)。 
 2 段階の切断過程を経て生成された mature miRNA は、RNA induced silencing complex 
(RISC)と呼ばれるタンパク質複合体に取り込まれる(15)。そして、RISC 内で unwinding と呼
ばれる反応が起こり mature miRNA の片側の鎖が取り除かれ RISC が成熟する。この際に
RISC に残る鎖の割合は 2本鎖 RNAの熱力学安定性に依存し、miRNA の種類によって大き
く異なる。一般的に、より多く取り込まれる鎖を miRNA 鎖、取り込み量の少ない鎖を
miRNA*鎖と呼んでいる。稀に 2 本鎖の取り込み量が均等に近い miRNA に対しては、基と
Fig 1-1. miRNAの生合成経路 
 miRNAは RNAポリメラーゼⅡによって、1000 – 3000塩基長の 1本鎖 RNAである pri-miRNAとして
転写される。pri-miRNAが Droshaによって切断されることで、70 – 100塩基長の pre-miRNAが生成され
る。pre-miRNA は Exportin 5 によって核内から細胞質へと運び出され、Dicer による切断を受け
miRNA/miRNA*2本鎖となる。miRNA/miRNA*2 本鎖は RISCと呼ばれるタンパク質複合体に取り込まれ、




なった pre-miRNA 内での位置関係から miRNA-#-5pまたは miRNA-#-3pと表記される(16)。 
 成熟 RISC に残った miRNA は相動性を有する標的 mRNA に結合する。ほとんどの場合、
mRNA の 3’-非翻訳領域(3’-UTR)に存在する配列が miRNA の標的となる(17)。この際に非常
に重要になるのが、シード配列と呼ばれる miRNA鎖の 5’末端から 2-8番目の塩基配列であ
る(18)。RISC-miRNA 複合体はシード配列と相補性の高い配列をもつ mRNA に選択的に結合
し、RNA干渉と呼ばれるタンパク質の翻訳抑制を行う。RNA 干渉の機構については未知な
点が多いが、miRNAの標的 mRNA への結合様式によって大きく 2つに分かれるとされてい
る。1つはmiRNAとmRNAが、ほぼ全ての塩基間で水素結合を形成した状態に起こるmRNA
の分解機構である(19)。これは RISCの主要構成タンパク質である Argonaute2 (Ago2)の働きに
よるものであり、miRNAの 5’末端から 10番目と 11番目の塩基に対応する部位で mRNA を





結合した mRNA に対して翻訳抑制を行うことが出来る。そのため 1 種類の miRNA が多数





















かになっている(28)。後述する miRNA inhibitor を用いた miR-21の機能阻害は非常に有効な手
法であり、様々ながんに対する増殖抑制効果が確認されている(29, 30)。例えばYanらは、miR-21





miRNA 医薬品が開発されると思われる (31)。 
 
Table 1-1. 各種がんで発現に変化が見られる miRNA(24) 
がんの種類 発現上昇 miRNAs 発現低下 miRNAs 
脳腫瘍 miR-21, 221 miR-128, 181 
乳がん 
miR-9-1, 10b, 17-5p, 21, 29b-2, 34, 146, 
155, 181b-1, 213 
let-7, miR-15a, 16, 125a, 125b, 127, 
145, 204 
肺がん 
miR-17-5p, 17-92, 21, 24-2, 106a, 128b, 
146, 150, 155, 191, 192, 197, 199a-1, 
203, 205, 210, 212, 214 
let-7, miR-9, 26a-1, 27b, 29b-2, 32, 33, 
30a-5p, 95, 101-1, 124, 125a,  
126, 140, 143, 145, 181, 198, 192, 
199b, 216, 218-2, 219-1, 220, 224 
食道がん miR-21, 93 miR-203, 205 
胃がん 
miR-21, 24-1, 24-2, 25, 92-2, 107, 191, 
214, 221, 223 
let-7 
結腸直腸がん 
miR-17-5p, 20a, 21, 24-1, 24-2, 29b-2, 
30c, 31, 32, 96, 106a, 107, 128b, 135b, 
155, 183, 191, 221, 223 
let-7, miR-34, 127, 133b, 143, 145 
肝がん 
miR-15b, 18a, 21, 106b, 221, 222, 224 let-7, miR-101, 122a, 125a, 195, 199a, 
200a 
膵臓がん 
miR-17-5p, 20a, 21, 24-1, 24-2, 25, 
29b-2, 30c, 32, 92-2, 100, 106a, 107, 
125b, 128b, 146, 155, 181a, 181b-1, 
191, 196a, 196b, 199a-1, 212, 214, 221, 
223, 301, 376a 
miR-139, 142, 345, 375 
前立腺がん 
miR-17-5p, 20a, 21, 25, 30c, 32, 92-2, 
106a, 146, 181b-1, 191, 199a-1, 214, 
223 
miR-15a, 16, 143, 145, 218-2 




1-5. miRNA inhibitor 
 miRNA鎖に対するアンチセンス核酸を総称して miRNA inhibitorと呼んでいる。現在最も
よく使用されているmiRNA inhibitorは locked nucleic acid (LNA)や 2’-O-methyl RNA (2’OMe)
などの化学修飾核酸を用いて化学合成されたものである(32-34) (Fig 1-2)。これら化学修飾核














1-6. small interfering RNA 
 RISCを介した mRNA分解機構は非常に感度が良いため、この機構を応用した標的 mRNA
選択的な分解法が開発され幅広い分野で使用されている。前述したように miRNA が標的
mRNA に対してフルマッチに結合した場合、その mRNA は Ago2 のはたらきによって速や
かに分解される(19)。この機構を利用し目的の mRNA だけを特異的に分解するために用いら
れるのが small interfering RNA (siRNA)である。siRNA は人工的に合成される 19 - 25塩基対




Fig 1-2. DNA、RNA、LNA、2’OMeの構造(33) 

























Fig 1-3. siRNA作用機構の簡略図 
 ガイド鎖とパッセンジャー鎖から成る siRNAは、RISCに取り込まれた後にパッセンジャー鎖が取り
除かれガイド鎖だけが RISCに保持される。ガイド鎖-RISC 複合体は標的 mRNAに結合し、RISCの主








 第 2章では、新しい miRNA inhibitorである LidNA の開発について述べる。 LidNA は非
修飾 DNA を用いて作られた世界で初めての miRNA inhibitorである。第 3章では表面プラズ
モン共鳴および蛍光偏光の技術を用いて、LidNA の結合機構を解明したことについて述べ
る。第 4章では RNAと DNA からなる hetero siRNA の開発について述べる。第 5章におい
ては第 4章で得られた知見を基に高活性型 miRNAを作製したことについて述べる。第 6章
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非修飾 DNA を用いた 










報告されている(4, 5)。ほとんどの場合 miRNA の機能阻害には、miRNA inhibitor と呼ばれる
標的 miRNA に対して相補的な配列を持つアンチセンス核酸が用いられる。これら miRNA 
inhibitorの多くは LNAや 2’OMeなどの合成化学修飾核酸である(6-8)。これら修飾核酸を用い
ることにより、アンチセンス核酸の RNAへの結合力が飛躍的に高まるため効果的な miRNA
の機能阻害が可能になる。化学修飾 miRNA inhibitor は大変有効なツールであるが、合成コ
ストの負担が大きい。一方、非修飾の DNAを用いたアンチセンス核酸は低コストでの合成
が可能である。しかしながら非修飾アンチセンス DNA の RNA への結合力は、RNA-RNA
間の結合を阻害できるほど強くなく、これまで miRNA inhibitorとして使用することは不可
能であった(9)。非修飾アンチセンス DNA を用いた miRNA inhibitor の実現には、何らかの
手段で miRNA の結合力を高めることが必須である。 




DNA の開発に取り組んだ。一般的にアンチセンス DNA は標的の核酸分子に対して相補的
な配列をもつ 1 本鎖 DNA を指すが、新たに考案したアンチセンス DNA は標的結合配列の
末端に 2本鎖 DNA 領域をもつ。この構造体を「miRNAにふたをする DNA」という意味か





Fig 2-1. 標準型 LidNAの構造 
 標準型となる LidNAは 2つの 1本鎖 DNAを用いて調製した。中心には 2つの miRNA 結合領域、両末







ヒト胎児腎由来 HEK293T 細胞を、ウシ胎児血清(FBS) (CCB)、100 units/mL penicillin G 
(Wako)および100 µg/mL streptomycin (Wako)添加Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; 
Wako)を用いて培養した。 
 
2-2-1. LidNA の形成 
実験に用いた DNA の合成は全て Greiner社に依頼した。LidNA を形成するための DNA鎖
を、それぞれ 1.25 – 5.00 µMの濃度になるように PBS (-)中で混合し、95℃で 5分間加熱後、
30 分以上かけて徐々に 37℃まで冷却することでアニーリングを行った。LidNA の形成確認
は 20%非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動により行った。本章において作成したLidNA





の 3’-UTR には予め miR-16の相補配列が組み込まれている (Fig 2-3)。また細胞間のプラス
ミド導入効率を補正するため、遺伝子内に miR-16 の結合配列を含まない GFP の発現ベクタ
ー(pCAGGS-GFP)を用いた。HEK293T細胞を 6.0 × 104 cells/wellの割合で 24穴プレートに播
種した。16 - 24時間後、活性を測定する LidNA、pDsRed2-miR16target、pCAGGS-GFP を、
Lipofectamine LTX (Invitrogen)を用いて HEK293T細胞に同時に導入した。四日目に、培養上











Fig 2-2. 使用した核酸の構造及び配列 
(A) Fig 2-3に示した LidNAとmiRNAの配列および構造を表した。(B) Fig 2-5に示した LidNAとmiRNA
の配列及び構造を表した。下線は標的 miRNA に対するミスマッチ塩基を示している。LidNA の概略図



































































2-3-1. 非修飾 DNA を用いた miRNA inhibitor の設計 
 本章では HEK293T 細胞で内在的に発現している miR-16(11)を標的として LidNA を作製し
たので、以後 LidNA-16 と表記する。以前の報告において、miRNA inhibitor と miRNA の結
合時にミスマッチ配列が存在する場合、高い阻害効果を得られることが報告されているの
で(12, 13)、miR-16 binding site の異なる位置にミスマッチ配列を導入した 3 種類の LidNA-16
を作製し活性を測定した。それぞれの LidNA をミスマッチ配列の導入位置に応じて
LidNA-16 (4)、LidNA-16 (12)、LidNA-16 (18)と名付けた。活性測定は、pDsRed2-miR16target
および pCAGGS-GFP を用いたレポータージーンアッセイにより行った。pDsRed2-miR16 
targetがもつ DsRed2遺伝子の 3’-UTRには miR-16 の相補配列が含まれているので、内在性
の miR-16 を有する HEK293T 細胞に導入した場合 DsRed2タンパク質の発現は極めて低い。
しかし、このベクターと同時に LidNA-16を加えると、miR-16に対する阻害効果の強さに応
じて DsRed2タンパク質が強く発現される。最終的に DsRed2の蛍光値に対して GFP の蛍光
値で補正を行い、DsRed2/GFP の値から LidNA の活性を測定した。ネガティブコントロール
として、HEK293T 細胞で発現がみられない miR-143 を標的とする LidNA-143 を使用した。 
LidNA-143 は miR-16に対する相補性をもたないため、miR-16による DsRed2 タンパク質の
発現抑制に影響を与えない。また miR-143は HEK293T細胞においてあまり発現が見られな
いため(10)、LidNA-143 が細胞機能に影響を及ぼすることはないと考えられる。 
Fig 2-3. レポーター遺伝子の構成 
 DsRed2遺伝子の 3’-UTR に miR-16 の相補配列が含まれている。DsRed2 mRNAは CMV プロモータ










LidNA(12)は特に高い活性を示し 10 nMの濃度においてもmiR-16の機能を阻害した(Fig 2-4)。
異なる濃度でLidNA-143を導入した場合にもDsRed2の発現量に変化が起こらなかったこと
から、LidNA-16を用いた際に起こる DsRed2 の発現は miR-16に対する機能阻害によるもの
であると考えられる。また HepG2、MCF7 においても同様にレポータージーンアッセイを
行い LidNA-16 (12)の活性を調べたところ、細胞種の違いに依らず miR-16の機能を効果的に
阻害することを確認した。 
また HEK293T 細胞を用いたレポータージーンアッセイにより、2’OMe および LNA を用
いて合成した miR-16に対する化学修飾 miRNA inhibitorの活性を測定し、LidNA-16 (12)の活
性との比較を行った。Fig 2-5に示すように、LidNA-143導入時と比較して DsRed2の蛍光値
が、2’OMe miRNA inhibiror 導入時には約 4倍、LNA miRNA inhibitor 導入時には約 7倍上昇
した。一方、LidNA-16(12)を加えた場合には DsRed2 の蛍光値が約 10 倍上昇した。このこ
とから、LidNA-16(12)は miR-16 に対して、既知の化学修飾 miRNA inhibitorよりも高い阻害
効果を有することが示された。以降の実験においては LidNA-16 (12)を標準型とし、これを
LidNA-16と表記する。 
Fig 2-4. LidNAの活性測定 
レポータージーンアッセイにより様々な細胞種における LidNA の活性および、ミスマッチ領域の位









2-3-2. LidNA の構造と活性との関係 
 これまでの実験でLidNAがmiRNA阻害効果をもつことが明らかになった。次にLidNA-16
の構造を少しずつ変化させ、miRNA 阻害効果にどの程度影響するのかを検証した。設計し
た LidNA 変異体の模式図を Fig 2-6A に示す。詳細な配列および構造に関しては Fig 2-2B に
まとめた。これら変異体の活性をレポータージーンアッセイにより比較した。1は標準型の
LidNA-16であり、2、3は 1の 2本鎖領域の片側にアンチセンス鎖を加え不安定化させたも
のである。2、3 が共に 1 よりも低い活性を示したことは、2 本鎖領域の不安定化が LidNA
の活性低下につながることを表している。4、5は 1が 2つ有する miR-16 binding siteの片側
を miR-21 binding site もしくは miR-302 binding site に置換したものである。これらも 1より
低い活性を示したが、miRNA 阻害活性を完全に失うことはなかった。つまり LidNAが活性
をもつためには、必ずしも 2つの miRNA binding site を必要とするわけではないと言える。 
6～11の変異体は全て miRNA binding site を 1つだけ有しており、2本鎖領域の位置およ
び配列がそれぞれ異なっている。6および 9は miRNA binding site の 3’側に配列の異なる 2
本鎖領域を有する。7および 10は miRNA binding site の 5’側に配列の異なる 2本鎖領域を有
する。8および 11は miRNA binding siteの両端に配列の異なる 2本鎖領域を有している。6、
7、8間および 9、10、11間での活性を比較すると、両端に 2本鎖領域をもつ 8および 11が
最も高い活性を持つことが分かる。また miRNA binding site の 3’側に 2本鎖領域を持つ 6お
よび 9は、miRNA binding site の 5’側に 2本鎖領域を持つ 7、10よりもそれぞれ高い活性を
示した。6～8および 9～11の結果から、LidNAは miRNA binding site が 2つ存在しない場合
Fig 2-5. LidNA-16 と化学修飾 miRNA inhibitorとの活性比較実験 
レポータージーンアッセイにより LidNA-16と既存の miRNA inhibitorの活性を比較した。 
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にも miRNA阻害活性を有することを確認した。miRNA binding site の片側にしか 2本鎖領域
が存在しない場合にも LidNA は miRNA に対する阻害活性を示したが、両側に 2 本鎖領域
を持つ場合に大きく活性が高まった。また 2 本鎖領域の位置および配列が LidNA の活性に
影響することが分かった。 
上記の変異体に加えて、12～16のように 1つの 2本鎖構造に、様々な組み合わせでmiRNA 
binding siteを付加した LidNA 変異体を作製した。12、13、16の活性を比較すると、やはり
2 つの miRNA binding site をもつ 12が、1つの miRNA binding site をもつ 13および 16より
も高い活性を示した。また 14と 15の活性を比較すると、それぞれの miRNA binding siteの
3’側に 2本鎖領域をもつ 14が、5’側に 2本鎖領域を有する 15よりも高い活性を有すること
が分かった。6と 7、9と 10の活性の比較からも miRNA binding site の 3’側に 2本鎖領域を
付加した場合に、5’側に 2 本鎖領域を付加した場合よりも効率よく LidNA の活性を高めら
れることが示された。これらの結果から、LidNAの miRNA 阻害活性に miRNA binding site
の両端に存在する 2 本鎖領域が大きく影響していることが示唆される。本章において開発








末端に一つでも二本鎖構造が存在すると、LidNAは miRNA に対する阻害効果を有 
 
Fig 2-6. LidNAの構造と miRNA阻害活性の関係 
 (A) 作製した LidNA 変異体の構造を示した。 (B) レポータージーンアッセイにより、各 LidNA 変
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 前章において、非修飾 DNA から成る miRNA inhibitor である LidNA の miRNA binding site
の両端に存在する 2本鎖領域が、LidNAの miRNA阻害活性に寄与することが示された。本
章では互いに相補的な 2本のオリゴヌクレオチド間の結合・離速度定数への 2本鎖 DNAの
付加が与える影響を調べると共に、LidNA の miRNA 阻害機構の解明を試みた。 
 2 本鎖領域の付加が miRNA 阻害活性に寄与する機構として 2 つの可能性を考えた。1 つ
は、miRNA の末端塩基と隣接する 2 本鎖領域の末端塩基間に生じるスタッキング効果であ





miRNA 結合領域の構造の安定化である。LidNA の 2 本鎖領域が miRNA 結合領域の分子運
動を制限し、miRNA との安定な結合を促進しているのではないかと考えた。これら 2 つの







 LidNA と miRNA の相互作用解析は Biacore3000 システムを用いて行った。システム内の
温度は 25˚C に設定した。ランニング緩衝液および試薬の希釈用溶液には HBS-EP buffer (GE 
Healthcare)を用いた。センサーチップ表面への各種核酸の固定化には、アビジン－ビオチン
結合(7)を利用した。Amine coupling Kitにより、1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 
hydrochloride (EDC)と N-hydroxy succinimide (NHS)を用いたアミンカップリングを行い、
Streptavidin (200 µg/mL)をセンサーチップ CM5 表面に固定化した。続けて、ビオチン化標識
した 5 µMの anchor oligonucleotide を注入しセンサーチップに固定化した。その後、各種プ
ローブ形成用のオリゴ DNA を注入し anchor oligonucleotideと飽和状態になるまで結合させ
た (Fig3-1)。形成したプローブに対し、miR-16と同様の配列を持つ DNA (16DNA)を段階的







 蛍光偏光測定に用いる FITC 標識 DNA プローブを日本バイオサービスから、2 本鎖形成
用 DNA(Ds1-Ds10)を Greinerから購入した。25 pmolの FITC 標識 DNA プローブと 25 pmol
の各相補鎖 DNAを 10 µlの annealing buffer (100 mM potassium acetate、30 mM HEPES-KOH 
(pH 7.4)、2 mM magnesium acetate)中で混合し、95℃で 5分間加熱後、37℃まで穏やかに冷
却することで 2本鎖を形成させた。それぞれの 2本鎖DNAを 6 × 50 mm culture tube (Kimble)






3-3-1.オリゴヌクレオチド間結合に対する 2 本鎖領域の影響 
 LidNAのmiRNAへの結合力が 2本鎖領域の付加により高められることを確認するために、
Fig 3-1に示す 3種類の核酸プローブを設計した。LidNA-type probe は、miR-16 binding site
の両端に 2本鎖領域をもつ。semi-LidNA-type probe は、miRNA binding siteの 5’末端には 2
本鎖領域をもつが、3’側には 1 本鎖領域をもつ。ssDNA-type probe は、miRNA binding site
の両端が 1本鎖 DNA領域となっている。これらの核酸プローブはアビジン－ビオチン結合
によりセンサーチップ表面に固定化されている。標的核酸として miR-16と同様の配列を有
する 16DNA を使用した。それぞれの核酸プローブと 16DNA との相互作用を表面プラズモ
ン解析により測定した。 
 Fig 3-2 に解析の結果得られたセンサーグラムを示す。ssDNA-type probe (Fig 3-2A)と
semi-LidNA-type probe (Fig 3-2B)の結果を比較すると、片側に 2 本鎖領域を持つ
semi-LidNA-type probe の方がより高い結合力をもつことが分かる。さらに semi-LidNA-type 
probeと LidNA-type probe (Fig 3-2C)の結果を比較することにより、2 本鎖領域を両端にもつ
LidNA-type probe はさらに高い結合力をもつことが分かる。Table 3-1にそれぞれの結合・解
離速度定数と解離定数を算出した結果をまとめた。結合速度定数を比較すると ssDNA-type 
probeに対して semi-LidNA-type probe は約 100倍、LidNA-type probe は約 500倍高い値を示
した。解離速度定数を比較すると ssDNA-type probe に対して semi-LidNA type probeは約 2
倍、LidNA-typeprobe は約 5倍低い値を示した。最後に解離定数の比較から、ssDNA-type probe
に対して semi-LidNA type probe は 140倍、LidNA-type probeは 1800倍高い結合力を有する




















































































Table 3-1. 表面プラズモン解析により得られた結合・解離速度定数および解離定数 






) KD value 
16DNA 
LidNA 9.2 × 10
4
 5.0 × 10
-5
 0.54 nM 
semi-LidNA 1.4 × 10
4
 9.6 × 10
-5
 7.1 nM 
ssDNA 1.9 × 10
2
 1.9 × 10
-4
 1.0 µM 
16DNA del1 LidNA 8.0 × 10
4
 1.3 × 10
-5
 0.16 nM 
16DNA del3 LidNA 1.4 × 10
5
 8.7 × 10
-5
 0.64 nM 
A B 
C 
Fig 3-2. 各種DNAプローブの結合力解析 
 (A) ssDNA-type probe 
 (B) semi-LidNA-type probe 
 (C)  LidNA-type probe 
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2 本鎖領域が LidNA の結合力を高めていることが明らかになったので、次にその作用機
構の解明に取り組んだ。まず LidNA-type probe と 16DNA の隣接する塩基間で起こるスタッ
キング効果の影響について検証した。そのために設計した新しい標的 DNAを Fig 3-3A に示
す。16DNA del1 は LidNA-type probe に結合する際、2本鎖領域に対して 1塩基分の隙間を
形成する。16DNA del3 は同様に 3 塩基分の隙間を形成する。つまり、これらの標的 DNA
が LidNA-type probe と結合する際に塩基スタッキングは生じない。先ほどの実験と同様に、
LidNA-type probe と 16DNA del1および 16DNA del3との相互作用を解析することで、塩基ス
タッキングが LidNAの結合にどれだけ寄与しているかを調べた。 
解析の結果得られたセンサーグラムを Fig 3-3B、Cに示す。どちらのセンサーグラムにお




Fig 3-3. 塩基スタッキング効果の確認 
 (A) 塩基欠損型 16DNAの配列を示した。 (B) LidNA-type probeと 16DNA del1 の相互作用解析を行っ
た。 (C) LidNA-type probeと 16DNA del3 の相互作用解析を行った。 
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3-3-2 蛍光偏光解析による miRNA binding site の安定性の評価 
 次に LidNA の 2 本鎖領域が miRNA-binding site の構造安定性を高めているかを検証する
ために、FITC 標識 DNA プローブを用いた蛍光偏光解析実験を行った。蛍光偏光値は蛍光
標識した塩基周辺の分子運動の大小によって変化し、分子運動が小さいほど蛍光偏光値は
大きくなる。Fig 3-4A に示すように 10 種類の短鎖 DNA は、蛍光標識塩基の隣接部位に 2
本鎖を形成する Ds1 から、番号が大きくなると共に 2 本鎖形成部位が 1 塩基ずつ離れてい
くようにデザインされている。蛍光偏光値を測定した結果を Fig 3-4B に示した。どの位置
に 2本鎖が形成されても、2本鎖を有さない場合よりも蛍光偏光は高い値を示し、二本鎖が
蛍光標識塩基の動きを抑制していることが分かった。そして、蛍光標識塩基（矢印）に隣
接する形で 2 本鎖領域を形成する Ds1 を用いた場合に最も高い蛍光偏光値を示した。さら
に 2 本鎖形成領域が蛍光標識塩基から遠ざかるにつれて、徐々に蛍光偏光値が低下するこ
とが明らかになった。興味深いことに Ds3、Ds5、Ds9 という 5’末端にアデニンまたはチミ
ンをもつ短鎖 DNA により 2 本鎖が形成される場合には、わずかながら蛍光偏光値が上昇し
た。これは 2 本鎖領域の末端塩基対の結合が弱い方が、隣接する一本鎖領域の運動を効率
よく抑制することを表している。 
また Table 3-1において、2 本鎖領域を付加することで LidNA-type probe と 16DNA 間の結
合速度が大幅に上昇することが示された。蛍光偏光解析で得られたデータと併せて考える
と、LidNA の高い結合力は 2 本鎖領域が miRNA binding site の運動を抑制し、標的となる
miRNA との会合が促進されることでもたらされていると推察できる。以上の結果から






















Fig 3-4. 蛍光偏光解析による miRNA binding site の安定性の評価 
 (A) FITC 標識 DNAプローブと短鎖 DNAの配列を示した。矢印は FITC で修飾したチミンを指して
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miRNA は細胞内に存在する 21-25塩基長の 2本鎖 RNAで RNA 干渉を介し遺伝子発現の
調節を行っている。miRNA は標的 mRNA との間にいくつかのミスマッチを有し完全な相補
性を有していない。一方、人工的に作成した標的mRNAと完全相補性を有する 2本鎖RNA、




の開発は停滞している(3)。siRNA が過剰に存在すると細胞内の RNA 干渉経路が飽和され、
内在性 miRNA のバランスが乱れる可能性がある(4-5)。また RISCへのパッセンジャー鎖の誤
った取り込みによって、オフターゲット効果と呼ばれる非特異的遺伝子発現抑制が起こる
ことも危惧されている(6)。さらに siRNAは Toll-like receptor 3 (TLR3)依存性のインターフェ
ロン応答を引き起こすことも知られている(7, 8)。これら副作用の問題を解決することは、
siRNA 医薬の実現に向けて非常に大きな課題である。 
 すでに低副作用性の siRNA の開発が活発に行われており、細胞レベルにおいて優れた効
果を示す手法が多数報告されている。例えば、パッセンジャー鎖をガイド鎖より短くする
ことにより、パッセンジャー鎖の RISC への取り込みを抑えオフターゲット効果を軽減する





 そこで本章では、RNAガイド鎖とDNAパッセンジャー鎖からなる hetero siRNA (HsiRNA)
を用いることで siRNA に付随する問題の解決を図ることにした。HsiRNA は通常の siRNA
よりも合成コストが低く、さらにオフターゲット効果や免疫応答を誘導しないことが期待







 ヒト胎児腎由来 HEK293T 細胞およびヒト子宮頸がん由来 HeLa S3 細胞は、10%ウシ胎児
血清(FBS) (CCB)、100 units/mL penicillin G (Wako)および 100 µg/mL streptomycin (Wako)添加
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Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Wako)を用いて培養した。 
 
4-2-2. siRNA と HsiRNAの調製 
 使用した RNA の化学合成は全て Sigma 社に依頼した。また使用した DNA の合成は全て
Greiner社に依頼した。トランスフェクションを行う直前に、ガイド鎖となる RNA およびパ
ッセンジャー鎖となる RNA もしくは DNA をそれぞれ 1.25 pmol/µl の濃度になるよう
annealing buffer (100 mM potassium acetate、30 mM HEPES-KOH (pH 7.4)、2 mM magnesium 
acetate)内で混合し、95℃で 5 分加熱後、30 分以上かけて 37℃まで徐々に冷却することで 2








 赤色蛍光タンパク質 DsRed2 の発現ベクターである pDsRed2-C1 に含まれる DsRed2 遺伝
子の 3’-UTR に siPol の標的となる配列を組み込んだ(Fig 4-2)。得られたプラスミドは
pDsRed2-poltarget と表記する。核酸の細胞へのトランスフェクションは Multifectam 
(Promega)を用いて製造会社のプロトコール通りに行った。HEK293T 細胞を 1 × 104 cells/well
の濃度で 96穴プレートに播種し一晩培養した。16 – 24時間後、5 ngの pDsRed2-poltarget、
5 ngの pCAGGS-GFP、2.5 - 5 nMの siRNA または HsiRNA を同時に細胞内へ導入した。ネ
ガティブコントロール用の siRNA としてヒトの遺伝子発現を妨げない control siRNA 
(5’-GCGCGUUUGUAGGAUUCG-3’) を使用した。トランスフェクション実施から 48時間後
に培養上清を除き、RIPA buffer (25 mM Tris-HCl (pH 7.6)、150 mM NaCl、1% sodium 
deoxycholate、0.1% SDS、1% NP-40)を用いて細胞を溶解した。Fluoroskan Ascent FL (Thermo 
Scientific)を用いて細胞溶解液中の DsRed2 および GFP の蛍光量を測定し、得られた値から
DsRed2/GFP の値を求めた。control siRNA で処理した細胞から得られた DsRed2/GFP を標準
値として、それぞれの補正値を求めた。GFP を標的とした実験では GFP/DsRed2の値を使用




Fig 4-1. siPolおよび HsiPolの構造と配列 







4-2-4. qRT-PCR による IFNβ、IP-10、OAS1 mRNA の定量 
細胞内への核酸の導入は X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent (Roche)を用いて製造会
社のプロトコール通りに行った。HeLa S3 細胞を 6 × 104 cells/wellの濃度で 24穴プレートに
播種し、一晩培養した。16 – 24時間後、30 nMの siRNA、30 nMの HsiRNA、100 ngの poly 
(I:C)のいずれかをトランスフェクションにより導入した。9時間後に培養上清を除き、Trizol 
(Invitrogen)を用いて全 RNA を抽出した後、イソプロパノール沈殿法により全 RNAを単離・
精製した。得られた全 RNA から PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser (Takara)を用い
て cDNAを合成した。mRNA の定量は qRT-PCR法を用いて行った。試薬は SYBR Premix Ex 
Taq (Takara)を使用し、装置は Mx3000p Real-time QPCR System (Stratagene)を使用した。各遺
伝子の検出に用いたプライマーの配列を以下に示す。(Interferon beta (IFNβ) mRNA検出用プ
ライマー、  IFNβ-F: 5’-TCACTGTGCCTGGACCATAG-3’; IFNβ-R: CAGCATCTGCTGGTT 
GAAGA; Interferon gamma-induced protein 10 (IP-10) mRNA 検出用プライマー, IP-10-F: 
5’-GCTCTACTGAGGTGCTATGTTC-3’; IP-10-R: 5’-CCCTTGGAAGATGGGAAAGGT; 
2’-5’-oligoadenylate synthetase 1 (OAS1) mRNA 検出用プライマー, OAS1-F: 5’-GCAGAAGA 
GGACTGGACCTG-3’; OAS1-R: 5’-TAGAAGGCCAGGAGTCAGGAPCR-3’; GAPDH mRNA検
出用プライマー, GAPDH-F: 5’-TCCCATCACCATCTTCCA-3’; GAPDH-R: 5’-CATCACGCCA 
CAGTTTCC-3’) 各mRNA発現量はGAPDH mRNAの発現量によって内部補正を行い、mock
処理時の値を基準値として変化量を測定した。結果は同様の実験を 3 回実施した平均値で




4-3-1. HsiRNA の末端構造と活性の関係 
 本章ではヒトの RNA polymeraseⅡpolypeptide A に対する siRNA (siPol)をモデルとして使
用した。初めに、RNA ガイド鎖に対して完全に相補的な DNA パッセンジャー鎖をもつ
HsiRNA を設計し活性を測定したところ、その活性は 2本鎖 RNA である siRNAに比べ極め
Fig 4-2. レポーター遺伝子の構成 
 DsRed2遺伝子の 3’-UTR に siPolの標的配列が含まれている。DsRed2 mRNAは CMV プロモーター






鎖は RISC 構成タンパク質である TRBP や PACT に認識されない(11, 16)。そのため、HsiRNA
の RISCへの取り込みが起こりにくく活性が低下すると考えられている。 
 siRNAにミスマッチ塩基を導入すると RNAi活性が向上することが報告されている(17, 18)。
そこで HsiRNA にミスマッチ塩基を導入することで活性の向上を図った。Table 4-1 に示す
ようなDNAパッセンジャー鎖の異なる位置にミスマッチ塩基をもつHsiPol変異体を作製し、
レポータージーンアッセイにより活性の比較を行った (Fig 4-3)。 
Table 4-1. ミスマッチを含むHsiRNAのDNAパッセンジャ
ー鎖の配列 
Name of  
HsiRNA 
Sequence of DNA passenger 





























































































































る siPolに匹敵するほど高い活性を示す HsiRNA は得られなかった。 
 Sanoら(19)および Sunら(20)は、短いパッセンジャー鎖を用いることで siRNAの活性が上昇
することを報告した。そこで、DNA パッセンジャー鎖の長さを変化させることで HsiRNA
の活性を高めることを試みた。ミスマッチを導入した HsiRNA の中で最も高い活性を示し
た HsiPol_7m の 5’もしくは 3’末端に様々な配列の 6 塩基長の延長領域を付加した。それぞ
れの HsiRNA の名称と延長領域の塩基組成を Table 4-2に示す。各 HsiRNAの活性をレポー
タージーンアッセイにより求めた結果を Fig 4-4 に示した。HsiPol_7m がもつパッセンジャ
ー鎖の 3’側に延長領域を付加した場合は、いずれもHsiPol_7mよりも低い活性を示した (Fig 
4-4A)。一方、5’側に延長領域を付加した場合には、いずれもそれほど活性が低下せず、
HsiPol_7m5’TGG および HsiPol_7m5’AGG のような Grich な延長領域を有するものは、
HsiPol_7mより活性が高くなる傾向を示した( Fig 4-4B)。 
 
Table 4-2. 6塩基の 3’または 5’延長領域を有する HsiRNA
の名称と延長塩基配列 
Name of HsiRNA 
Sequence of flanking 










































































































































































































これらの結果から、DNA パッセンジャー鎖への延長領域の付加によって HsiRNA の構造
が変化することで、RISC への取り込み効率が低下していることが示唆される。特に DNA
パッセンジャー鎖の 3’側に延長配列をもつ HsiRNA の構造は、極めて RISCに取り込まれに
くいものであると考えられる。 
 
4-3-2. Grich配列の付加による RNAi活性の向上 
 Fig 4-4 の結果から、5’延長領域のグアニンが HsiRNA の活性を向上させる効果を有する
ことが考えられる。そこで、Table 4-3に示すような 6 - 21塩基長の Grich 配列をもつ 5’延長




して用いた。新しく設計した延長型 HsiRNA は延長領域の塩基数 (x)に応じて
HsiPol_7mGrichxまたは HsiPol_7mTxと表記する。レポータージーンアッセイを用いた活性
比較実験の結果を Fig 4-4 にまとめた。全ての Grich 延長型 HsiPol_7mが HsiPol_7mよりも
高い活性を示した。その中でも HsiPol_7mGrich9および HsiPol_7mGrich12の活性は、2本鎖






Table 4-3. 長さの異なる 5’延長配列を有する HsiRNA の名称と
延長塩基配列 
Name of HsiRNA 
Sequence of flanking 





















































































































































































































4-6A に示すように優れた活性促進効果を示した配列(5’ – GAGGGAGAG - 3’)を、21塩基長
の延長領域の 3’側・中心・5’側と異なった位置に含む Grich 延長型 HsiPol_7m を作製した。
また非 Grich 領域は AAC の繰り返し配列で構成した。これらの活性をレポータージーンア
ッセイにより測定した。Fig 4-6B に示すように新しく設計した HsiPol_7minGrich9、
HsiPol_7mcenGrich9、HsiPol_7moutGrich9 の活性には大きな差が見られず、Grich 配列の含
まれる位置は活性促進効果に対し、ほとんど影響しないことがわかった。また、これらの





Name of HsiRNA 
Sequence of flanking 







Fig 4-6. Grich配列の位置の HsiRNA活性への影響  
(A) 各延長型 HsiRNAの延長配列を示した。 (B) レポータージーンアッセイにより活性を測定した。
得られた DsRed2/GFP の値は、contrl siRNA導入時に得られた値を基準として表した。サンプル濃度は






最近の報告において細胞内の Ago2が Grich配列と相互作用することが示唆されている(22, 
23)。それゆえ、延長領域に存在する Grich配列が HsiRNAと Ago2の会合を促進することで、
HsiRNA の RISC への取り込みを促している可能性が考えられる。 
 
4-3-3. GFP に対する延長型 HsiRNA 
 これまで PolR2 に対する HsiRNAを使用して、Grich延長領域の付加による HsiRNAの活
性改善を行ってきた。次に GFP に対する HsiRNAを作製し、Grich延長配列付加の効果を検
討した。HsiRNA は siGFP1 と siGFP2という 2種類の siRNA を基に作成した(Fig 4-7A)。こ
れらの siRNA はそれぞれ GFP mRNAの異なった位置を標的とする。また構造にも違いがあ
り、siGFP1は21塩基長の2本鎖RNAであり両3’末端に2つの突出塩基を有している。siGFP2
は 25 塩基長の二本鎖 RNA であり、5’、3’側ともに平滑末端である。HsiGFP1_4m および
HsiGFP2_7mは、これらの siRNA を基に作製されており、それぞれ DNAパッセンジャー鎖
の 5’末端から 4番目、7番目の位置にミスマッチ塩基を含んでいる。Fig 4-7 B に示すように
HsiGFP1_4m および HsiGFP2_7m の活性は元の siRNA より低かった。これらに 9 塩基もし
くは 12 塩基の Grich 延長配列を付加したところ、どちらの HsiRNA も活性が上昇したが、
元の siRNAの活性には達しなかった。このことから、Grich延長領域の付加による活性化効
果は HsiRNA の種類を問わず起こると考えられる。しかしながら、ヘテロ化による活性低
下の度合いは基となる siRNA の塩基配列に依存する。そのため、siRNA と同等の高い活性
をもつ延長型 HsiRNA を得るためには、ヘテロ化による活性低下を最小限に抑えられる 2
本鎖配列を探索する必要がある。 
 
4-3-4. 延長型 HsiRNAのインターフェロン応答性 




本鎖 RNA 依存性のインターフェロン応答反応は、TLR3 などの免疫応答に関わるタンパク
質に二本鎖 RNA が結合することで誘導される(24)。それゆえ RNAと DNA からなる HsiRNA








































































































































































































































































































































 HeLa S3細胞を用いて HsiRNAによるインターフェロン応答を調べた。この細胞は、siRNA
が導入された際に様々な免疫応答性タンパク質を発現することが知られている(25-27)。siRNA
の導入による内在性 mRNA への影響を軽減するため、ヒトの細胞内には存在しない GFP に
対する HsiRNAである HsiGFP2_7m、そして HsiGFP_7mGrich12 を使用した。またポジティ
ブコントロールとして、短鎖 2本鎖 RNA である siGFP2 および 2本鎖 RNAアナログである
poly (I:C)を使用した。poly (I:C)は TLR3 の基質であり、インターフェロン応答を強く誘導す
ることが知られている(27)。 
 HeLa S3 細胞に各サンプルを導入し、9 時間後の IFNβ 及びインターフェロン応答性タン
パク質である IP-10(28, 29)、OAS1 (30)の mRNA量を qRT-PCR 法により解析した。これらはイ
ンターフェロン応答のマーカー遺伝子として知られている。Fig 4-8 に示すように、siGFP2
もしくは poly (I:C)を導入した細胞では mock 処理した場合と比較して、各遺伝子の mRNA
量が有意に増加した。一方、HsiGFP2_7mまたは HsiGFP2_7mGrich12を導入した細胞では、
マーカー遺伝子の mRNA 量が mock 処理した場合と変わらなかった。以上のように
RNA/DNAハイブリッド2本鎖ではインターフェロン応答がほとんど起こらないことが明ら
かになった。 
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 miR-143 は抗腫瘍効果をもつ miRNA の一種である。当初は大腸がんに対して増殖抑制効
果を示すことで注目を集めていたが、研究が進むにつれ様々ながんに対して増殖または転
移を抑制する効果をもつことが明らかになった(5-9)。miR-143 の標的には K-Ras や ERK5 な
どのMAP キナーゼ経路に関わるタンパク質が含まれている。そのため、がん細胞に miR-143
を導入すると MAP キナーゼ経路を不活性化し、がんの異常増殖を停止することが出来る。






 ヒト胎児腎由来 HEK293T 細胞、ヒト子宮頸がん由来 HeLa S3 細胞およびヒト膵臓がん由
来 MIA PaCa-2細胞はウシ胎児血清(FBS) (CCB)、100 units/mL penicillin G (Wako)および 100 
µg/mL streptomycin (Wako)添加Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Wako)を用いて培
養した。 
 
5-2-2. miRNA の調製 
 使用した RNA および RNA/DNA キメラの化学合成は Sigma社に依頼した。また使用した





 赤色蛍光タンパク質である DsRed2 の発現ベクターである pDsRed2-C1 が持つ DsRed2 遺
伝子の 3’-UTR に、miR-143 の標的となる配列を組み込んだ(Fig 5-1)。得られたプラスミド
は pDsRed2-143target と表記する。核酸の細胞へのトランスフェクションは X-tremeGENE 
siRNA (Roche)を用いて製造会社のプロトコール通りに行った。HEK293T 細胞を 1.0 × 104 
cells/well の濃度で 96 穴プレートに播種し、一晩培養を行った。16 – 24 時間後、20 ng の
pDsRed2-143target、20ng の pCAGGS-GFP、各濃度の miRNA を同時に細胞内へ導入した。
ネガティブコントロールとしてヒトの遺伝子発現を妨げない control siRNA (5’ – 
GCGCGUUUGUAGGAUUCG - 3’) を使用した。トランスフェクション実施から 48時間後に








 HeLa S3 細胞または MIA PaCa-2細胞を、6.0 × 103 cells/wellの濃度で 96穴プレートに播種
し、一晩培養を行った。16 - 24時間後、miRNAを 40 nMの濃度で X-tremeGENE siRNA を
用いて製造会社のプロトコール通りに導入した。ネガティブコントロールとして control 
siRNA を使用した。トランスフェクション実施から 48時間後に培養上清を除き、新しい培










Fig 5-1. レポーター遺伝子の構成 
 DsRed2遺伝子の 3’-UTR に miR-143の相補配列が含まれている。DsRed2 mRNAは CMV プロモータ







5-3-1. Hetero miRNA の作製と活性 
 天然型の miRNA は miRNA/miRNA*2本鎖構造である(10)。本章では第 4章で得た知見を基
にし、miRNA*鎖を全て DNA で置換した miRNA/miDNA*構造をもつ hetero miRNA 
(HmiRNA)を設計した。Fig 5-2に示すように、天然型の miR-143は分子内に 4つのミスマッ
チ部位と両 3’末端に突出塩基を持つ。本章で作製した標準型 HmiR-143は、両端が平滑末端









つ HmiR-143_12m、18番目の位置にミスマッチを持つ HmiR-143_18mを設計した (Table 5-1)。
それぞれのミスマッチ塩基の位置は、天然型 miR-143 がもつミスマッチ塩基の位置に合わ
 
Table 5 – 1. ミスマッチを含むHmiR-143変異体のmiDNA*鎖
の配列 
Name of HmiRNA 
Sequence of miDNA* strand 









Fig 5-2. miR-143 および HmiR-143の配列と構造 





に 2 つのミスマッチ塩基を有する HmiR-143_4-12m、HmiR-143_4-18m、HmiR-143_12-18m
を作製した (Table 5-1)。HmiR-143 変異体の活性測定はレポータージーンアッセイにより行
った。用いたプラスミドは活性測定用の pDsRed2-143target および導入効率補正用の
pCAGGS-GFP である。pDsRed2-143targetは DsRed2遺伝子の 3’-UTRに miR-143 のターゲッ
ト配列が組み込まれている。これらのプラスミドと miR-143 もしくは HmiR-143 を同時に
HEK293T 細胞へ導入した。48時間後に細胞を溶解し蛍光量を測定した。Fig 5-3A に示すよ





の活性を高めることが出来たが、これらの活性は天然型 miRNA よりも低いものであった。 
 
5-3-2. 延長領域の付加による HmiR-143の高活性化 
 第 4章において、DNAパッセンジャー鎖の 5’末端への延長領域の付加により HsiRNAの
活性が向上することが示された。そこで HmiR-143の miDNA*鎖に対して同様の 5’延長領域
を付加することで、高活性化を行えないかと考えた。Fig 5-3A に示した HmiR-143変異体が
持つ miDNA*鎖の 5’末端に、Grichな延長配列(5’ – GAGGGAGAG – 3’）を付加することで
活性が変化するかを、レポータージーンアッセイにより調べた。Fig 5-3B に示すように、
HmiR-143_4m に延長領域を付加した場合にのみ活性の改善が確認できた。ミスマッチ塩基
をもたない HmiR-143、もしくは miDNA*鎖の 5’末端から 4番目以外の位置に 1つのミスマ




第 4章および Fig 5-3で使用した延長配列は、(5’ - GAGGGA - 3’)の繰り返し配列を用いて






ンアッセイにより行った。Fig 5-4A に示すように、全ての延長型 HmiR-143_4m が





Fig 5-3. 異なる位置にミスマッチをもつ HmiR-143および延長型 HmiR-143の活性 
レポータージーンアッセイにより異なる位置にミスマッチをもつ HsiRNA (A)および延長型 HsiRNA 







Table 5-2. 延長型 HmiR-143 の延長領域の配列 
Name of 
HmiRNA 
5’ flanking sequence of miDNA* 










Fig 5-4. 延長領域の配列が活性に与える影響 
(A) ランダムな延長配列をもつ延長型 HmiR-143の活性を比較した。サンプル濃度は 500 pMに合わ
せた。 (B) Long2の延長領域の長さと活性との関係を調べた。サンプルの濃度は 2 nMに合わせた。 (C) 













応じて Long2 (4)、Long2 (8)、Long (12)と名付け、それぞれがもつ延長領域の配列を Table 5-2
に示した。これらの活性をレポータージーンアッセイにより比較したところ、最も短い 4
塩基長の延長領域を付加した Long2 (4)の活性は HmiR-143_4mの活性と同等であり、延長 
配列の付加による活性の改善は見られなかった (Fig 5-4 B)。しかし、8塩基長または 12塩
基長の延長領域を付加した Long2 (8)および Long2 (12)は HmiR-143_4m よりも高い活性を





5-3-3. 延長領域の付加による miR-143の高活性化 
延長型 HmiR-143_4mの活性は miR-143よりも低く、合成コストが低いとはいえ実用的で




 作製した延長型 miR-143を Fig 5-6A に示す。延長配列は HmiR-143 と同様の配列を持つ 2
本鎖 RNA である miR-143_4m に付加した。143_4m_GGA12 は、5-3-2 で述べた Long1 を基
に、全ての塩基を RNA で設計したものである。143_4m_long は同じ実験で最も高い活性を
示した Long2(16)を基に設計したものである。上記 2つの延長型 miR-143は、延長領域の塩
基も全て RNAで構成されているが、これらの延長領域を全て RNAから DNAに置き換えた
キメラ延長型 miR-143 も併せて作製した。それぞれの核酸を 143_4m_GGA12_chimera、
143_4m_long_chimera と表記する。それらに加えて、天然型 miR-143 をミスマッチの位置は
変えず、両末端を平滑末端にした 143_bluntを作製した。そして、143_bluntに延長配列を付
加した 143_blunt_GGA12 、143_blunt_GGA12_chimera を併せて作製した。活性の比較はレ
ポータージーンアッセイにより行った。 
Fig 5-6B に示すように、延長配列を有しない 143_4mが、すでに 143_mature よりも高い活
性を示していた。miR-143_4m に RNA 延長領域を付加した 143_4m_GGA12、143_4m_long
は共に活性が向上し、143_mature を上回る活性を示した。HmiRNA を用いた実験の結果と
同様に、143_4m_long は 143_4m_GGA12 よりも高い活性を示した。さらに興味深いことに
延長領域を DNA に置換したキメラ延長型 miR-143 は、それぞれ基となった RNA 延長型
miR-143 よりも高い活性を持つことが明らかになった。143_4m_long_chimera は今回設計し
た miR-143変異体の中で最も高い活性を示し、その活性は 143_mature の活性を大きく上回 
るものであった。また天然型 miRNAと同様に 4つのミスマッチ塩基をもつ miR-143_blunt 








つの延長型 miR-143 においても、DNA 延長領域をもつ miR-143_GGA12_chimera が、RNA 
RNA延長領域をもつ miR-143_GGA12よりも高い活性を示した。 
 





う 2種類のがん細胞株に対する 143_4m_long_chimera の増殖抑制効果を検証した。 






Fig 5-5. 各延長型 miR-143の活性測定 
(A) 各延長型 miR-143 の活性をレポータージーンアッセイにより測定した。サンプル濃度は 100 pM














Fig 5-6. 延長型 miRNA を用いたがん細胞増殖抑制 






 本章では、がん細胞に対して増殖抑制能をもつ miR-143 の高活性化に取り組んだ。初め







Fig 5-4B に示すように、HmiR-143_4m に Grich 配列で構成される延長領域を付加した
Long2(16)は本章で作製した HmiR-143変異体の中で最も高い活性を示した。しかしながら、
その活性は天然型 miR-143 より低いものであった。第 4 章でも述べたように、2 本鎖 RNA
結合タンパク質である TRBPおよび PACTが siRNAや miRNAの RISCへの取り込みを促進
することが知られている。HsiRNAおよび HmiRNAは 2本鎖 RNA領域をもたないため、こ
れらのタンパク質に認識されないので、RISCへの取り込み効率が 2本鎖 RNAである siRNA
や miRNA よりも低く、それに伴い翻訳阻害活性も低下する。DNA 置換による活性低下の
度合いは 2 本鎖領域の配列により異なり、大きく活性が低下するものもあれば、ほとんど
活性が変化しないものもある。第 4章で用いた HsiPolのように、DNA 置換によって活性が
あまり低下しないものであれば、ミスマッチ導入と延長領域付加を組み合わせる事により 2
本鎖 RNAである HsiPolと同等の活性を与える事が出来る。しかし、本章で用いた HmiR-143
はDNA置換による活性の低下が著しく、ミスマッチ導入と延長領域付加を行った場合にも、
miR-143より低い活性しか示さなかった。 





 ここまで述べたように、Grich 配列をもつ延長領域を付加することで HmiRNA および
miRNA の活性が飛躍的に向上した。しかしながら、、延長領域がどのような仕組みでこれら
の活性を高めているのかは不明である。ここでは、現時点で得られているデータを基に延
長領域の作用機構について仮説を立てた。Kwak らは unwinding によって miRNA/miRNA*2
本鎖が 1 本鎖化される際に、Fig 5-7 に示す wedging と呼ばれる機構が関与していると報告
した(Fig 5-7)。wedging とは、Ago2に取り込まれた miRNA/miRNA*2 本鎖の末端領域に Ago2
の N 末端ドメインを食い込ませる反応を表している。Kwakらは wedgingの機能をもたない
Ago2 変異体を用いた実験によって、wedging が miRNA/miRNA*2 本鎖の unwinding が効率
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よく起こるために必須の反応であることを示した。Nicole らが解明した miRNA-Ago2 複合
体の立体構造(18)から、Ago2に取り込まれた延長型 miRNA の 5’延長領域は、Ago2の N末
端領域付近に存在すると予測される(Fig 5-8)。これらのことから、延長型 miRNAの 5’延長
領域が Ago2の N 末端領域と相互作用することで、wedgingの効率が高められているのでは
ないかと推察した(Fig 5-9)。延長領域におけるグアニン含有量の上昇によって、延長型
miR-143 の活性が向上したことから、延長領域中のグアニンが N 末端ドメインと親和性を
もつことが示唆される。つまり、キメラ延長型 miR-143の高活性は、延長領域が Ago2 の N
末端ドメインと相互作用することでwedgingを促進し unwinding効率が高まることによって





ゆる miRNA に応用できると考えている。miR-22(11-13)や miR-34(14-16)など抗腫瘍活性を示す




Fig 5-7. Kwakらが示した wedging機構の概念図 







Fig 5-8. Human Ago2の立体構造 
 Ago2は N末端ドメイン、PAZ ドメイン、PIWI ドメイン、MIDドメインによって構成されている。 
 
Fig 5-9. 延長領域と N 末端ドメインの相互作用  
 延長型 miRNAが RISCに取り込まれると、Ago2の N末端ドメインと延長領域の相互作用が起こる。
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ることが明らかになっている miR-21(10, 11)に着目した。しかし、1本鎖となり RISC に取り込
まれた後の miRNA を siRNA の標的とすることは事実上極めて難しい。そこで、miR-21 の


















 ヒト胎児腎由来 HEK293T 細胞およびヒト子宮頸がん由来 HeLa S3 細胞は、10%ウシ胎児
血清(FBS) (CCB)、100 units/mL penicillin G (Wako)および 100 µg/mL streptomycin (Wako)添加
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Wako)を用いて培養した。 
 
6-2-2. siRNA の調製 
使用した RNAの化学合成は全て Sigma社に依頼した。第 4章と同様の手順でアニーリン
グを行い 2本鎖を形成した。 
 
6-2-3. pre-miRNA および mature miRNAの定量 
第 4 章と同様の手順で HeLa S3 細胞に核酸を導入した。2 日後に培養上清を除き、Trizol 
(Invitrogen)を用いて全 RNA を抽出した後、イソプロパノール沈殿法により全 RNAを単離・
精製した。得られた全 RNA から PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser (Takara)を用い
て cDNA を合成した。この際に、キットに含まれるプライマーを用いて全 cDNA を、標的
特異的なプライマーを用いて pre-miR-21 および mature miR-21 由来の cDNA を取得した。
qRT-PCR 法により各 RNA の定量を行った。pre-miR-21 および GAPDH の検出には SYBR 
Premix Ex Taq (Takara)を使用し、mature miR-21の検出には FastStart Universal Probe master 




Fig 6-1. pre-miR-21 および、それを標的とする siRNA の構造と配列 
(A) pre-miR-21の構造と配列を示した(15)。 (B) si-pre21の構造と配列を示した。上側の鎖がガイド鎖
を、下側の鎖がパッセンジャー鎖を示している。si-pre21は pre-miR-21の 18番目から 36番目の塩基を











 第 5 章と同様の手順でレポータージーンアッセイを行った。pDsRed2-C1 のもつ DsRed2
遺伝子の 3’-UTR に、si-pre21 の標的配列を組み込んだ pDsRed2-pre21target を活性測定に使









Table 6-1. qRT-PCRで使用したプライマーの配列 
Name of 
primer 












Fig 6-2. レポーター遺伝子の構成 
 DsRed2遺伝子の 3’-UTR に si-pre21の標的配列が含まれている。DsRed2 mRNAは CMV プロモータ








 miR-21 生合成経路の停止を目的として、miR-21 の前駆体である pre-miR-21 に対する
siRNA の設計を行った。siRNA の働きによって pre-miR-21 が分解されることにより、成熟
型 miR-21(mature miR-21)産生量の減少が期待される。pre-miR-21の構造は Fig 6-1A に示す
とおりであり、作成した siRNA (si-pre21)は pre-miR-21のステムループ領域を標的として設
計されている(Fig 6-1B)。本章においては、現在最も一般的に使用されている両 3’末端に 2
塩基の突出したチミンをもつ siRNAを使用した。 
si-pre21による pre-miR-21および mature miR-21の発現抑制効果について検討した。がん
細胞モデルとして HeLa S3 細胞を用いた。si-pre21 を HeLa S3 細胞に導入し、2 日後の
pre-miR-21量およびmature-miR-21量を qRT-PCR法により測定した。Fig 6-3Aに示すように、




緒言で述べたように miR-21 はがん細胞の形成に大きく関わっているため、si-pre21 を用
いて mature miR-21 の発現量を低下させることで、がん細胞の増殖を抑制できると期待され
A B 
Fig 6-3. si-pre21による pre-miR-21 および mature miR-21の発現抑制 
 HeLa S3細胞に対して si-pre21を導入し、mature miR-21 (A)および pre-miR-21 (B)の発現量を定量 PCR
法により測定した。サンプル濃度は(■) 20 nM、(□) 10 nMに合わせた。 
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る。HeLa S3 細胞に対して si-pre21の導入し、2日後における HeLa S3 細胞の生存率をWST 
assayを用いて測定した、Fig 6-4A に示すとおり、si-pre21を導入した場合に HeLa S3 細胞の
増殖が抑制された。このことから、si-pre21 のがん細胞に対する増殖抑制能を確認できたの
で、続けて si-pre21 のがん細胞に対する選択性について検証を行った。miR-21 は、がん細
胞において過剰に発現する miRNA であるため、正常細胞の形成にあまり関与していないと
推察される。正常細胞モデルとして miR-21 の発現量が低いことで知られる HEK293T 細胞
を用いた(１６)。si-pre21 を HEK293T 細胞に導入し、WST assayにより 2日後における細胞生
存率を測定した。予想していたように、si-pre21 を導入した場合においても HEK293T 細胞












Fig 6-4. si-pre21の導入によるがん細胞および正常細胞の生存率への影響 




6-3-2. 延長型 si-pre21 による高効率ながん細胞増殖抑制 
 第 4 章及び第 5 章において、HsiRNA または miRNA の末端に Grich 延長配列を付加する
ことで活性が高まることを示した。本章では、がん細胞増殖抑制効果をもつ si-pre21に対し
て Grich延長配列の付加を行うことで活性高め、より効率良くがん細胞の増殖を抑制するこ
とを目指した。作製した延長型 siRNA の構造は Fig 6-5 A に示すとおりであり、これを
si-pre21_longと名付けた。si-pre21は 2本鎖 RNA 領域に 1つのミスマッチ塩基、パッセンジ
ャー鎖の 5’末端に Grichな DNA延長領域を有している(Fig 6-5A)。 
レポータージーンアッセイを行うことにより、si-pre21 と si-pre21_long の活性を比較し  
た。用いたプラスミドは活性測定用の pDsRed2-pre21target および導入効率補正用の 
pCAGGS-GFP である。pDsRed2-pre21target は DsRed2 遺伝子の 3’-UTR に si-pre21 のターゲ
ット配列が組み込まれている。これらのプラスミドと活性を測定する siRNA を同時に 
HEK293T 細胞へ導入した。48 時間後に細胞を溶解し、蛍光量を測定することにより得た 
DsRed2/GFP の値を基に活性の比較を行った。Fig 6-5B に示すように、新たに設計した  




Fig 6-5. レポータージーンアッセイによる延長型 siRNAの活性測定 
 (A) si-pre21_long の構造と配列を示した。RNA は小文字、DNA は大文字で示した。 (B) si-pre21 と




を HeLa S3細胞に導入し、2 日後の mature miR-21量を qRT-PCR 法により測定した。Fig 6-6A
に示すとおり、si-pre21_long は si-pre21 よりも僅かではあるが効率よく mature miR-21 の産
生を抑制していた。続けて si-pre21_longのがん細胞増殖抑制効果を調べた。HeLa S3 および
MIA PaCa-2細胞に対して si-pre21_longを導入し 2日後における細胞生存率を WST assayに
より測定した。どちらに細胞に対しても si-pre21_long は si-pre21を上回る高い細胞増殖抑制
効果を示した(Fig 6A、B)。 
 siRNA を用いて pre-miRNA のノックダウンを行う手法は、未だあまり知られていない。
延長型 siRNAを用いて、様々な pre-miRNAを効率よくノックダウンすることが可能である。












Fig 6-6. 延長型 siRNAによる mature miRNAの発現阻害 











Fig 6-7. si-pre21_longのがん細胞に対する増殖抑制効果 
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 第 2章では、新規 miRNA inhibitorである LidNAの開発について述べた。市販されている
ものも含め、これまでに開発された miRNA inhibitor のほとんどは化学修飾核酸を用いて合
成されたものである。非修飾 DNA からなるアンチセンス核酸は、miRNA に対する親和性
が低いため、これまで miRNA inhibitorとして使用されることはなかった。本研究において、
アンチセンスDNAの両末端に 2本鎖領域を付加することによりmiRNAへの親和性を高め、
miRNA inhibitorとして使用することに成功した。この非修飾 DNAからなる miRNA inhibitor
をLidNAと命名した。レポータージーンアッセイにおいて、LidNAは既存の化学修飾miRNA 
inhibitorよりも高い miRNA 阻害活性を有することが示された。 
 第 3 章では、2 本鎖領域の付加によって一本鎖アンチセンス DNA の結合力が著しく高ま
る機構について述べた。表面プラズモン共鳴を用いた実験の結果、2本鎖領域が存在するこ
とでアンチセンスDNAの標的DNAへの結合力が 2000倍にまで高まることが明らかになっ
た。さらに結合解離速度定数の値から、2 本鎖領域は標的 DNA の解離抑制に対してほとん
ど寄与せず、標的 DNAの結合促進に大きく関与していることが示された。また蛍光偏光解
析の結果から、1 本鎖 DNA に 2 本鎖領域を付加することで、1 本鎖領域の分子運動が大幅
に抑制されることが明らかになった。これらのことから、LidNAの 2本鎖領域は miRNA 結
合領域の分子運動を抑制し、LidNAと miRNAの結合を強く促すはたらきをもつことが証明
した。 
 第 4 章では、低副作用性 siRNA である HsiRNA の開発について述べた。一般的な siRNA
は RNA2 本鎖構造を取るが、HsiRNA は片側の鎖を全て DNA で置換した RNA/DNA2 本鎖
構造をとる。HsiRNAは低コストで合成でき副作用の危険性も少ないというメリットをもつ
が、活性面で siRNA に大きく劣る事が問題となっていた。しかし、本研究において HsiRNA
の DNA パッセンジャー鎖に Grich延長配列を付加することで、著しく活性を高めることに
成功した。この延長型 HsiRNA は基となった siRNA と同等の高い活性を示した。また延長
型 HsiRNA は siRNA によって強く誘導されるインターフェロン応答反応をほとんど引き起
こさないことが明らかになった。 
 第 5章では、高活性型 miRNA の開発について述べた。miR-143は抗腫瘍活性を有するこ
とでよく知られているが、その活性はそれほど強くなかった。そこで第 4 章で得られた知
見を基にして、miRNA*鎖の5’末端にGrich延長配列を付加した延長型miR-143を作製した。




ろ、延長型 miR-143 は非常に強い抗腫瘍活性を有することが明らかになった。 
 第 6 章では、siRNA を用いたがん細胞選択増殖抑制法について述べた。miR-21 はがん細
胞で過剰に発現している miRNA であり、がんの増殖及び転移に深く関与していることが知
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